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Conséquences de l’hyperglycémie 
¤  Hyperglycémie a des conséquences physiologiques: 
¤  Hyperinsulinémie  
¤  Stimule/réprime la transcription 
¤  Hyperglycémie a des conséquences physiopathologiques: 
¤  Insuffisance rénale 
¤  Rétinopathie 
¤  Artériopathie 
¤  Gangrènes des extrémités… 
¤  Hyperglycémie a des effets  
¤  À long terme 
¤  Durables : mémoire métabolique 
2 
Mémoire métabolique 
¤  = perturbation précoce et transitoire de la glycémie ayant des 
conséquences durables même après retour à l'état «normal».  
¤  Engerman and Kern (1987) 
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Mémoire métabolique 
¤  = perturbation précoce et transitoire de la glycémie ayant des 
conséquences durables même après retour à l'état «normal».  
¤  Engerman and Kern (1987) 
 
Ø  Hypothèse : Rôle des marques épigénétiques dans le maintien de 
cette mémoire métabolique. 
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Epigénétique 
¤  = tout changement d’activité du génome, sans changement de 
la séquence d’ADN et héritable au cours des divisions cellulaires. 
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Lovrečić et al. 2013 
La méthylation de l’ADN 
¤  Addition covalente d’un groupement méthyle sur le carbone 5 d’une 
cytosine 
¤  Réaction catalysée par les  DNA methyltransferases (DNMTs): 
¤  DNMT1 
¤  DNMT3… 
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La méthylation de l’ADN 
¤  Addition covalente d’un groupement méthyle sur le carbone 5 d’une 
cytosine 
¤  Réaction catalysée par les  DNA methyltransferases (DNMTs): 
¤  DNMT1 
¤  DNMT3… 
¤  Démethylation active catalysée par les protéines TETs 
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Modèle de mémoire métabolique 
¤  Zebrafish 
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Modèle de mémoire métabolique 
¤  Zebrafish 
¤  Hyperglycémie induite par la streptozocin 
¤  Zebrafish capable de régénérer des cellules βpancréatiques 
après l’arrêt de la streptozocin  
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Contrôles Streptozocin 
Olsen et al. 2012 
Modèle de mémoire métabolique 
¤  Complications : rétinopathie, néphropathie, mauvaise 
régénération  de la nageoire caudale 
¤  Mesure de la méthylation et mémoire métabolique :  
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Association glycémie/méthylation 
¤  Chez les diabétiques de type 2 
¤  Dans le sang des patients 
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Association glycémie/méthylation 
¤  Chez les diabétiques de type 2 
¤  Dans le sang des patients 
¤  Dans les tissus cibles 
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Complexité ? 
¤  Le diabète de type 2…  
¤  Hyperglycémie 
¤  Élévation des triglycérides plasmatiques 
¤  Diminution du taux HDL-cholesterol 
¤  Elévation des protéines de l’inflammation 
¤  Elévation de l’uricémie 
¤  Elévation de l’homocystéinimie 
¤  Modification du profil hormonal (SHBG) 
¤  Obésité… 
17 
Complexité ? 
¤  Le diabète de type 2…  
¤  Hyperglycémie 
¤  Élévation des triglycérides plasmatiques 
¤  Diminution du taux HDL-cholesterol 
¤  Elévation des protéines de l’inflammation 
¤  Elévation de l’uricémie 
¤  Elévation de l’homocystéinimie 
¤  Modification du profil hormonal (SHBG) 
¤  Obésité… 
18 
Qui fait quoi ?  
Quel est l’impact de l’hyperglycémie ? 
Cause ou conséquence ? 
Modèle cellulaire : BTC3 
¤  Conditions :  
¤  Hyperglycémie pendant 10j (25mM) 
¤  Normoglycémie pendant 10j (5mM) 
¤  5-aza-2-deoxycytidine pendant 10j 
¤  Analyses : 
¤  Méthylome = puce Nimbelgen 
¤  Transcriptome = puce Affymetrix 
 
Tros et al. 2014 
Glucose 25mM 
Glucose 5mM 
Glucose 25mM 
Glucose 5mM 
Glucose 25mM 
Glucose 5mM 
Glucose 25mM 
Glucose 5mM 
48h 96h 
Normoglycémie 
Hyperglycémie 
Hyperglycémies 
Chroniques 
Prolongées 
Hyperglycémies 
Chroniques Brèves 
Cellules en culture (F25)  
J0 : 700,000 cellules J10 
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1612 gènes différentiellement exprimés en 
réponse au glucose (p<0.05) 
 
Ø  Régulation par le facteur PDX-1 
173 gènes différentiellement méthylés en 
réponse au glucose (p<0.05) 
 
Ø  Enrichissement de la voie «  cell death 
and survival » p=1.10-4 
Modèle cellulaire : BTC3 
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14 gènes dont l’expression et la méthylation 
sont modifiées en réponse au glucose 
Modèle cellulaire : BTC3 
a DNA demethylation change of 3–5% and a fold change
of about 1.9 in response to hyperglycemia.
Studies of PP2AC methylation in WBC of
patients with type 2 diabetes
To see if these epigenetic changes observed in b cells are
readable in a more reachable tissue in human, we ana-
lyzed DNA methylation in WBC of diabetic patients. We
randomly selected 48 T2D patients from the Poitiers
cohort (Dr. S. Hadjadj) and 47 controls form the Mona
Lisa cohort (Dr. A. Meirhaeghe and P. Amouyel)
(Table 4) to test for Pp2ac methylation changes. At sam-
pling, patients were exposed to a more elevated glucose
concentration (Hba1c = 7.5 ! 1.1% corresponding to
~1.87 g/L or ~10.5 mmol/L of glucose) than controls
(1.0 g/L). In T2D patients, we found a significant albeit
limited hypomethylation of the CpG island (CGI;
2.8 ! 0.5 vs. 3.2 ! 0.7 in controls, P = 0.01) and of the
CGI shore (72.1 ! 3.4 vs. 74.8 ! 2.6 in controls,
P = 0.005) located in the Pp2ac gene promoter region
(Fig. 3, Table 4). We found no correlation between DNA
methylation and patients’ or controls’ age, BMI or Hba1c
levels in the T2D patients (data not shown).
Discussion
DNA methylation at promoter regions has been demon-
strated as an important epigenetic regulatory mechanism
of gene expression. DNA methylation is also sensitive to
glucose variations. In our study, integrated analysis of
DNA methylation and gene expression in a genome-wide
profiling revealed specific gene methylation and expres-
sion changes in response to hyperglycemia in b cells. Our
gene microarray results were verified by low-throughput
pyrosequencing and RT-qPCR assays. Independently, our
study also provides a list of glucose responder genes and
a detailed map of the b-cell methylome.
The main finding of the current study in BTC3 cells is
the short list of 14 genes that showed simultaneous
changes in CpG methylation and expression, suggesting
that high glucose had induced durable epigenetic marks
that can affect some specific pathways of b-cell biology.
When 5-aza-dC was used to demethylate CpGs in the
BTC3 cells, three of these 14 genes, Pp2ac, Rbm3, and
Sntg2, showed a significant alteration of their level of
expression, suggesting a regulatory link between DNA
methylation and gene expression at these loci.
A literature search revealed that Pp2ac was a privileged
candidate for study because of its role in insulin secretion
and potential involvement in T2D pathophysiology. Pro-
tein phosphates 2A (PP2A) consists of a constant dimeric
core, that is, the catalytic subunit (PP2AC) and the A
subunit (PP2AA), associated with one of the family of the
B (PP2AB). The expression of PP2AC is tightly controlled
resulting in a constant level of PP2A (Van Hoof and
Goris 2004). Within the b cell, PP2A has been suggested,
via a circuitous route, to play a role in protein synthesis
(Yan et al. 2003). b-cell studies using phosphatase inhibi-
tors have shown that inhibition of PP1 and PP2A
enhances insulin secretion from islets and b cell lines
(Ammala et al. 1994; Haby et al. 1994). Recently, Kowl-
uru and Matti (Arora et al. 2014) have observed a signifi-
cant increase in carboxymethylation of PP2AC and PP2A
activity in in vitro models of glucotoxicity in INS 832/13
cells and rodent islets as well as islets derived from the
ZDF rat, an animal model for T2D. In another animal
model, PP2A activity was increased in the heart of strep-
tozotocin (STZ)-induced diabetic rats, 1 week after STZ
injection with persistence lasting until 8 weeks (Rastogi
et al. 2003; Li et al. 2009). In human, Hojlund et al.
(2002) showed a significant reduction in the expression of
Pp2ac following insulin treatment in skeletal muscle from
control subjects. Protein phosphatases have also been
shown to play roles in the diabetic heart. Mott et al.
(2008) examined the effects of palmitate on the activities
of glycogen synthase and PP2A in cultured muscle cells
from human subjects over a range of body mass index
Table 3. List of the 14 genes showing both a DNA methylation
and gene expression changes in response to hyperglycemia.
Gene
Methylation Expression
LG mean
methylation
HG mean
methylation
Fold
change
HG/LG
Fold
change
5-aza-dC/LG
Pp2ac 0.20 0.16 1.1 1.4
Cish 0.16 0.13 "1.2 –
Gpr12 0.10 0.12 "1.2 –
Htr2a 0.21 0.18 "1.3 –
Sntg2 0.24 0.20 "1.1 1.2
Slc25a25 0.20 0.31 1.2 –
Bspry 0.17 0.20 1.1 –
Tle2 0.18 0.16 "1.1 –
Btbd10 0.24 0.31 1.2 –
Crygs 0.38 0.29 "1.2 –
Olfr810 0.61 0.54 "1.3 –
Tm6sf2 0.15 0.18 "1.1 –
Naalad2 0.29 0.23 1.2 –
Rbm3 0.11 0.12 "1.1 "1.4
Methylation value is the average percentage methylation of all
probes between start and end for each condition. When “–” is
indicated in the last column, we not observed an expression
change of these genes in response to 5-aza-dC. Expression change
observed in response to glucose is probably due to indirect effects
for these genes. LG, low glucose; HG, high glucose; 5-aza-dC,
5-azacytidine.
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Epigenetic and Gene Expression Changes in Pp2ac F. Tros et al.
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Etude de la méthylation du gène PP2AC chez des patients diabétiques comparés au contrôles et mises 
en évidence d’une hypométhylation du gène chez les diabétiques 
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Mécanismes  
Comment l’hyperglycémie peut-elle 
modifier la méthylation de l’ADN ? 
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Méthylation de l’ADN 
¤   Addition covalente d’un groupement méthyle sur le carbone 5 
d’une cytosine 
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Cytosine Cytosine méthylée 
Yoo J et al. 2013 
DNMTs 
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Cytosine Cytosine méthylée 
Methionine 
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SAM 
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CH3-DNA 
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BHMT 
DNMT
Les groupements méthyles 
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Chiang et al. 2009 
Groupements méthyles et Glucose 
¤  Cellules HepG2 +/- 300mg/dl de glucose pendant 3 jours 
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Groupements méthyles et Glucose 
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Méthylation de l’ADN 
¤   Déméthylation de l’ADN via les protéines TET 
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Cytosine Cytosine méthylée 
TETs 
¤  Fe(II)/α-ketoglutarate-dependant oxygenase family 
33 
Hashimoto et al. 2014 
Méthylation de l’ADN 
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Cytosine Cytosine méthylée 
Fe(II) 
O2 
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Fe(III) 
CO2 
Succinic acid 
 
Meier, 2013 
TET et glucose 
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Mutants du cycle de Krebs et méthylation 
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Waterfall et al. 2014 
Le stress oxydant et la méthylation 
¤  L’hyperglycémie chronique créer un stress oxydant 
 mC-G   mC-8oxoG 
 mC-G   hmCG 
 
 
 
Ø  L’hyperglycémie peut modifier la méthylation de l’ADN via les ROS 
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Ortega Avila et al. 2014 
Conclusion 
¤  L’hyperglycémie modifie la méthylation de l’ADN via 
¤  Une augmentation de l’activité des DNMTs 
¤  Une modulation de l’activité des enzymes du métabolisme 
carboné 
¤  Une disponibilité des cofacteurs et cosubstrats des protéines TET 
¤  La production d’espèces réactives de l’oxygène 
 
¤  Ses effets ne sont pas directionnels car l’hyperglycémie joue à la 
fois sur la méthylation et sur la déméthylation de l’ADN 
¤  La relation inverse est vraie également 
40 
Remerciements 
Membres de l’unité U1169   Financeurs : 
¤  Clémence Mille  
¤  Marie-Pierre Belot  
¤  Dalila Boudia  
¤  Fabiola Tros 
¤  Pierre Bougnères 
Centre National de Génotypage 
Plateforme Génomique Cochin 
41 
